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同種骨髄移植(alloge n eic bo n e m arr o wtr an splantation , BM T) 後の キ メ リズ ム (血 液細胞の ドナ ー 型 へ の 転換) を確認
し, か つ 残存 ホ ス ト細 胞の 有無 を検討す る た め , Y 染 色体特異 的反復 D N A(Y chr o m os o m e-Sp Cific repetitiv e D N A,
Y DN A)と高多塑性反復配列構造(v a riable n u mber ofta nde m r epe at, V N T R)の D N A長の 多型性を マ ー カ ー と して , 当院で
B M T を うけ た18症例 に つ い て血 液細胞 の 起源を検索 した . 女性の ドナ ー か ら B M T をうけた 6例の 男性患者骨髄 に つ い て ,
Y D N A をプ ロ ー ブ とす る ド ッ トプ ロ ッ ト法 お よび サ ザ ン プ ロ ッ ト 法で検討 した と こ ろ , 4例に ホ ス ト細胞 の 残存 が確認 され
た . こ の うち 3例 で は 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ系造血 前駆細胞 の20～ 38%が ホ ス ト由来で ある こ とが 示 され た . こ の 3例 の う
ち2例は慢性骨髄性白血病であ っ た が , 逆転写酵素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応(r e v er setr a n s criptas e-pOlym er ase ch ain re a ctio n)
によ っ て もフ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染色体 に 特異的な bc r- ablメ ッ セ ン ジ ャ ー R N A が検出され な か っ た こ とか ら , 残存する ホ ス ト
細胞は正常 ク ロ ー ン と考え られ た . V N T R部位増幅に よ る検索 で ほ , 検 討 した B M T患者の 全例で ドナ ー 細胞 とホ ス ト細胞
識別が可能で あ っ た . 14例中5例に ホ ス ト細胞の 残存 が示 され た . 1例が 拒絶の 初期 と診断され t そ の 後免疫抑制療法に よ り
寛解とな っ た . 3例 は再発が判明 した が , そ の う ち骨髄異形成症候群の 1例 は後に 2 回 目の B M T を受け寛解と な っ た . 1例
はホ ス ト細胞の 残存を認めながら拒絶や再発の 徽侯 を認め な い , い わ ゆ る混合造血 キ メ ラ と考え られ た . 以上 の よ う な D N A
マ
ー カ ー を 利用 した B M T後 の 残存 ホ ス ト細胞の 検出は 王 拒絶 ･ 再発の 診断の み な らず , ドナ ー の 免疫担当細胞とホ ス ト細胞
間の相互作用を明らか に する うえ で きわ め て有用 と 考え られ た .
Key w o rds bo n e marro w tra n spla ntatio n, Y cho r o m o sm e- Spe Cific repetitiveD N A, pOlym eras e
Chain r ea ctio n, V ariable n u mbe r of ta nde m r ep at, mix ed he m atopoletic
chim e ris m
近年 , 大 量 の 化学放射線療法 を併 用 した 同種骨髄移植
(allogen eic bo n e m arr o wtr a n spla ntatio n, B MT) は , 再生不 良
性貧血な どの 造血 障害や造血 器 悪性腰掛 こ対す る治療法と して
確立され たもの と な っ て い る . B M Tの 成否を 知る た め に は ,
B M T後に患者の 血 液細胞の 起源 を明 らか に する 必 要が あ る .
特に ホ ス ト細胞 の 残存を検出す る こ と は , 拒絶や 再発を早期に
診断する上で 非常に 重要 と考 え られ る .
この ような細胞の 起源 の 分析法と して は 】 こ れ まで は 赤血球
抗原や艇織適合抗原(hu m a nle ukocyte a ntige n, H L A)の 検索 ,
染色体分析な どが 用 い られ て きた . しか し , こ れ ら の 検査法
は. ドナ ー 細胞 に 混 在す る少数 の ホ ス ト細胞 を検出す るに ほ感
度が低い うえ , 検索に か な り の 細胞数を 必 要とす るた め , 移植
後早期の 血球数 の 低い 時期に は適用 で きな い . また , 個 々 の 造
血前駆細胞 レベ ル で の 検 討は不 可能 で あ っ た .
この ような 問題点を克渡す るた め , D N Aマ ー カ ー を 用 い た
細胞起源の 検索方法が考案 され , B M T後 の キ メ リズ ム (血 液細
胞の ドナ ー 型 へ の 転換) の 証明に 用い られ て きて い る . Y 染 色
体特異的反復 D N A(Ychr o m os o m eq specific repetitiv e DNA,
Y DN A)は 男性細胞 に の み特異的に 検出 される ため , 異性 間 の
B M Tで は 有用 な マ ー カ ー と な るl)2). また , 近年 開発 され た ポ
リ メ ラ ー ゼ 連鎖反応(polym er a se chain r ea ctio n, P C R)に よ る
高多塑性反復配列構造(v ariable n u mber of ta nde m r epe at,
V N T R) 部位の D N A長の 多塑性 の 検索は個体識別 に 非常に有
用 で ある こ と か ら3卜8), B M T後 の キメ リ ズ ム の 証明 へ の 応用 が
期待 され て きた7ト 9).
著者 は , B M T後の キ メ リ ズ ム を 証明 し, か つ 残存 ホ ス ト細
胞 の 有無を検討するた め , こ れ らの 2種類の D N Aマ ー カ ー を
用 い て B M T後 の 血 液細胞 の 起源を検索 した .
対象お よび方法
Ⅰ . 対 象
当病院 で 造血 器悪性腫瘍蘭 よび 造血障害 の た め に B M T を施
行 した18症例を対象 と した (表1). こ の うち17例は H L A が一
致 した ド ナ p か ら , 登録 患者番号 (u niqu e patie nt n u mber,
Abbre viatio ns :B FU-E, e rythroid burst-forming u nit; B M T, allogeneic bo n em arro w tra n splantation; B S A,
bovine s eru m albumin;CD N A･ CO m ple m e ntary D NA;CF U-G M, C Olony for ming u nit甘 a n ulocyte ･ m aCrOPhag･e;
CML, Chro nic myeloge n o usle uke mia; F C S, fetal cal fser um; G V H D, graft- Ve rS u S-ho st dise ase ; G V L,
graftq v ers u s-leuke mia ; m R N A, m e S S e nger R N A;L G F, late graft failure ; P CR, pOlym e rase chainre actio n;
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U P N)82の 1例ほ H L Aの 一 座位不 適合 の 父親か ら移植を受け
た . 検索時 , 14例 で は 血 液学的問題 ほ み られ ず , 完全寛解 の 状
態 で あ っ た . 4例 (U P N 76, 77, 8乙 83)で ほ ,-一 度回 復 した 後
に 汎血 球減少 が 進行す る晩期移植片 生者 不 全 (1ate gr aft
failure, L GF) を認 め た . U P N 66で は 再発 が疑 わ れ て い た .
U P N 83ほ ,rl 回 目の B M T後に 不 応性貧血 の 再発 と診断 され
た た め , 2回 目 の B M Tをお こ な っ た . B M T後 の 免疫抑制療
法に は , 全例 で シ ク ロ ス ポ リ ン (サ ン ド薬 品, 東京)と メ ソ ト レ
キ セ ー ト (日 本 レ ダ リ ー , 東京) を 用 い た . 移植 片対宿主病
(gr afトV erS u S-ho stdis e a se, G V H D) の 重症度は シ ア ト ル グ ル ー
プ の 診断基準に 従 っ た
川)
.
‡ . 高分子 D N A の抽出
移植前 ･ 後 の 患者お よ び ドナ ー か ら ヘ パ リ ン 加末梢血 また ほ
骨髄血 を 採取 し , リ ソ ホ プ レ ッ プ (Nyc o m ed P har m aA S,
Oslo, Nor w ay)に 重層後 3000rpm で 8分間遠心 し単核細胞を得
た . 一 部 の 患者 に つ い ては , 父 ･ 母 に つ い て も同様 に 血 液を 採
取 し単核細胞 を分離 した . こ の 単核細胞か ら直接 , ま たほ 後 に
述べ る 条件 で 培養後以下 の 方法で D N A を抽出 した . 分離 した
細胞を Tris-E D T A(T E)緩衝液(10m A Tris-H ClpH8.3, 1m M
ED T A)に 浮遊 させ , 等量の 2倍濃度の 溶解緩衝液(1% ドデ シ
ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (s odiu m dode cyl s ulfate, S D S), 0 . 6 M
NaCl, 20m M E D T A,20m M Tris-H CIpH 7.4)を加 え て 細胞 を溶
解 させ た . プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K(ベ ー リ ン ガ ー ･ マ ン ハ イ ム 山之
内, 東京)を10〟 g/ml と な る ように 加え , 3 7 ℃16時間 で イ ン
Tablel. Clin cal data o npatie nts
キ ュ ベ ー シ ョ ソ を行 な っ た 軋 等量の フ ェ ノ ー ル を加えて卸
衡 4000rp皿 で遠心 し水層部分を抽出 した ･ 同様 の 抽出をフ ェ
ノ ー ル ･ ク ロ ロ ル ム , ク ロ ロ ホ ル ム の 順 で 繰 り返 し行な っ た .
つ い で10分 の 1 量 の 3 M 酢酸 ナ ト リ ウ ム と2. 5倍量 の 冷エ タ
ノ ー ル を加 え た 後, - 20 ℃ で 1博聞以上放置 し DN Aを析出さ
せ た ･ 4000rpm で1 5分間遠 心軋 D N Aの ペ レ ッ ト を回収し
70% エ タ ノ ー ル で 洗浄 し T E緩衝液 に溶解 した ･ 吸光度計を用
い て D N Aの 回 収量を測定 した .
Ⅲ . 造血 前駆細胞の培養
骨髄単核細胞中の 造血 前駆細胞 の 培養 は既報 の 方法で おこ
な っ たIl)･ 105個の 骨髄単核細胞 を , 1･2% メ チ ル セ ル ロ ー ス , 1
単位/血 リ コ ソ ビ ナ ン ト エ リ ス ロ ボ イ エ チ ン (中外製軋 東
京), 5% フ ィ ト ヘ ム ア グ ル チ ニ ン 刺激 リ ン パ 球培養上清
(Sigm a, St･ Lo wis, U S A), 1 0% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (bo vine
S er u m albu min , B S A)(Sigm a), 3 0% ウ シ 胎 児 血 清(fetal
bovin e se ru m, F C S) (M･ A･ Bioprodu cts, M aryla nd, U S A)を含
む イ ス コ ブ 改変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 (Is c o v e
'
s m odified Dulbec co
J
s
m ediu m)(Sigm a)に 浮遊 させ 総量を 1ml と した. こ の細胞浮遊
液 を , フ ァ ル コ ン♯11 08培養 皿 (Becto n Dickin s o nLabw are,
Ne w Jer s ey, U S A) に 入れ ト 炭酸 ガ ス 培養器(37 ℃, 5 % C O2)で
2週間培養 した . 2週間後に 形成 された顆粒球 ･ ÷ク ロ フ ァ ー
ジ系 造血 前駆細胞 (c olo ny for ming u nit-gr a n ulo cyte ･ maCrOp-
hage, C F U-G M) 由来の コ ロ ニ ー お よび 赤血 球糸遊 血前駆細胞
(erythr oid bur sトforrni g u nit, B F U-E) 由来の コ ロ ニ ー を倒立顕
U P N Age/s ex Diagn o si Conditio ning Acute C hro nic M o nths Clin c al diagn osi























































































A L L/Re sist. Ar a - C + C Y + T BI
C M L/2nd C P Ar a M C + C Y + T BI
A MoL/1stC R Ar a - C + C Y + T BI
A L L/1 C R Ar a - C + C Y + T BI
C M L/C P Ar a - C + C Y + T BI
C M L/C P Ar a - C + C Y + T BI
A L L/1stC R Ar a - C + C Y + T BI
C M L/C P B U + C Y
A P L/1stC R B U + C Y
A L L/1stC R B U + C Y
ALL/1stC R B U + C Y
C M L/A P B U + C Y
Ⅰ (- )
I Exte n siv e
I (- )
0 (- )




O Exte n siv e
O (- )
I Exte n siv e
O Exte n siv e
S A A C Y + T LI O (- )
C M L/C P B U + C Y
C M L/C P B U + C Y
C M L/C P B U + C Y
83 1少M R A B U + C Y
Relaps e of R A C Y + T BI
8 4 1Z/M A L L/1stC R B U + C Y
0 (- )
0 (- )




























Re mis sio n
Relaps e
Re mis sio n
Re mis sio n
Re mis sio n
Re mis sio n
Late gr aftfailure
Late gr aftf ai1ur e
Re missio n
Re mis sio n




A b br eviatio n s U P N, u niqu e patie nt n u mbe r; A L L, a C ute lym pho cytic le uke mia; Re sist･, r e Sista n ce to che m otherapy;
C M L, Chr o nic myeloge n o u sle ukemia; A P L, a C ute pr O myelo cytic le ukemia; AMoL, a C ute m On O Cytic le uke mia; S A A･
se v er e apla stic a n e mia; R A, refra cto ry a n emia; C P, Chro nic phas e; CR, C Omplete r emissio n; A P, a C ute pha s e; Ara
-CI
cyto sin e a rabin o side; C Y, CyClopho spha mide; T BI, tOtalbodyirradiatio n; T LI, tOtal lymphoid irr adiatio n; B U･ bu s ulfa n;
G V H D, graft-V er Su S-ho st dis e as e; B M T, bon ern arro wtra n spla ntatio n; M, m ale; F. fe male･
P hl, P hiladelphia chro m o so m e; R T
- P C R, r e V e r S etran S Criptas e-pOlym eras e chain re actio n; S D S, S Odiu
m
dodecyl sulfate; SS C, Standard saline citrate; TE, Tris
qE D T A;U P N, u nique patie nt n u mber; V N T R･ V afiabl
e
nu mber ofta nde m r ep at; Y D N A, Ychro m oso m e
- Spe Cific repetitive D N A
同種骨髄移植後の 残存ホ ス ト細胞の 検出
教鑑下で 同定 し,
マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト をも ち い て 個 々 の コ ロ ニ ー
をつ りあげた . 回収 した コ ロ ニ
ー は , 後 に 述 べ る コ ロ ニ ー ダイ
レク ト ブ ロ ッ テ ィ ソ グに もち い た ･
一 部 の 実験 で ほ , 前述 の 方
法で各 コ ロ ニ
ー か ら D N A を抽出 した ･
Ⅳ . YD N A の検出用ブ ロ
ー プの調整
東京医科大学長井博 士 よ り供与 され た pK Y
- 2 ク ロ ー ン 職)を
JMlO9(宝酒乱 東京) を用い て 増幅 させ , 精製 軋 Hind Ⅲ(宝
酒造)で 消化 して 3･5K bの Y D N A プロ
ー ブを 得た ･ オ リ ゴ ラ
ベ リ ソ グ キ ッ ト (P har m a cia L K BBiotechn olog y, Up psala.
Sw eden) を用 い で
2P デ オ キ シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 (A m ersha m
Intern atio n alplc, Bu ckingha m shire, U K)で 標識 し , プ ロ ー ブ と
して用い た .
Ⅴ . ドッ トプ ロ ッ トお よぴサザ ン プ ロ ･ ソ トハ イ プリダイ ゼ ー
精製 した 高分 子 D N Aを NaO H で 変性 さ せ た 後 , Dot
Ma niford (Bethe sda Re s e arch Labo ratorie s, Gaithersburg,
U S A) と吸引ポ ン プを 用 い て ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ･ィ ル タ ー
(Hybo nd
T M
, Am e rsha mInter n atio n alpIc)に 吸着さ せた . 一 部の
実験で は高分子 DN Aを Ha eⅢ(宝酒造)で 消化 した後 , 各検体
の3.0/Jg を0.8%の ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 15 Vで16時間電
気泳動 した . 電 気 泳動 で の 分子 量 マ ー カ ー に ほ ラ ム ダ
D N A-Hind Ⅲ 消 化 物 (宝酒 造) と フ ァ イ エ ッ ク ス 1 74
D N AMHa eⅢ 消化物(宝酒造)を用い た . ゲ ル を0.25 M H Cl, つ
いで ア ル カ リ 液 (0.4 N NaO H, 0.6M NaCl), 中和液(0. 5 M
Tris-H CIpH7.5, 1.5 M NaCl)で それ ぞれ15分ず つ 2 回処理 し
た後, So uther nの 方法1 3)に 従 っ て ゲル 中の D N Aを ナ イ ロ ン メ
ソ プレ ソ フ ィ ル タ
ー に 転写 した . D N A を吸 着させ た ナ イ ロ ン
メ ソ プ レソ フ ィ ル タ ー は80 ℃で べ - キ ン グ を行 な っ た . シ ー ル
ドパ ッ ク に 入 れ , ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 液 (0. 6M NaCl,
60m M Tris-H ClpH 7.6, 5倍濃度の デ ソ ハ ー ト溶液 (0.1%
FC S, 0.1%ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン , 0. 1% フ ィ コ ー ル), 2m M
ED T A, 0.5% S DS, 100ノJg/ml 変性サ ケ 精 子 D N A)を加 え65
℃で1時間以上 プ レ ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ を行な っ た . パ ッ
ク内の液を廃棄後 , 新 しい ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ソ 液と標識 プ
ロ ー ブ(0.01/上 g/ml) を 加 えた 後 , 65 ℃で 一 晩 ハ イ プ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ン を 行な っ た , フ ィ ル タ ー ほ 2 倍 濃度 の sta ndard
Salin e citr ate(S S C)(1 倍濃度 の S S C= 0 .15 M NaCl, 0.01 5
Mくえん酸ナ ト リ ウ ム) で 数回 室温で 洗浄 した 後 , 2倍 濃度 の
SSC,1 %S D S, つ い で0.1% S S C, 1 % S D Sを 用 い て66 ℃で30
分ずつ 洗浄を繰り返 した . 洗浄後 の フ ィ ル タ ー を - 8 0 ℃で Ⅹ
線フ ィ ル ム に 感光させ , オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー を行な っ た .
Ⅵ ･ コ ロ ニ ー のダイ レ ク トブ ロ ーソ テ ィ ン グ
マ イ ク ロ ピ ペ ッ トで 採 取 L た個 々 の C F U-G M お よ び
B FU-E 由来の コ ロ ニ ー を 100〃1の 0.05M リソ 酸緩衝液に 浮遊
させ
, DotManiford と吸 引 ポ ン プ を用 い て ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ
フ ィ ル タ ー に 直接吸着 させ た . 乾煉 させ た後, 0.5mM NaO H
に7分, 1.5 M NaCl･ 0. 5M Tris-H ClpH 7.5に 5分浸 した 後,
377
70% エ タ ノ ー ル で 固定 した . つ い で プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K (2mg/
ml)を 含む T E緩衝液中で37 ℃で 1 時間イ ン キ エ ペ - シ ョ ソ を
行い , ク ロ ロ ホ ル ム , 0.3M NaClで すすぎ風乾 した後 , 80 ℃ で
べ - キ ン グを行 な っ た . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 以後は 前述の
ド ッ トブ ロ ッ テ ィ ン グと 同様に 行な っ た .
Ⅶ ･ bcr- abl メ ッ セ ン ジ ャ ー R NA (rnR N A) の検出
慢性骨髄性白血病(chro nic myelogenou sle uke mia, C M L) 患
者の うち , 培蓑細胞 で Y D N Aの 存在が 確認 された 2例 に つ い
て は Rotb ら の 報告 した逆転写酵素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反応
(re v ers etr a ns cripta s e-pOlym er a se chain re a ctio n, R T-P C R)‖)を
用 い て フ ィ ラ デ ル フ ィ ア 染 色体 (P hiladerphia chr o m o s o m e,
Phl)に 特異的な bcr- ablmR N Aの 有無 を検討 した . 患者骨髄単
核細胞か らグ ア ニ ジ ウ ム チ オ シ ア ネ ー ト法で 総 R N Aを 抽出 し
た . ablm R N Aに 相補的な プ ラ イ マ ー と逆転写酵素を用 い て 相
補的 D N A(c o mple m e ntary D N A, CD N A) を 合成後 , bcr-abl
CD N Aの 一 部を bcr-ablcD N Aの 接合部を は さむ特異的な プ ラ
イ マ ー を 用い て P C Rで 増幅 した . 増 幅産物は 上 前述 した サ ザ
ン プ ロ ッ ト法で ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー に 転写 した 後 ,
bcr-ablcD N A接合部に 特異的な オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
を用 い て ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行な っ た .
Ⅶ . PCR に よる V N T R部位の増幅
2種類 の V N T R部位(Y N Z 22, M C T l18)を そ れ ぞれ Ka s ai
らと Horn ら の 方法5)8)に 準 じて増幅 した . まず , 2組の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ M を D N A合成器(Applied Bio system s,
Fo ste r, U S A) を用 い て 作成 した . 反応 ほ 0. 5ml 用 チ ュ ー ブ
(Tr eff AGリ Ber n, Switzerla nd) を用 い た . Y N Z 22部位 の 増幅
で ほ , 約 1FLg の 試料 D N Aを 反応液(100m M Tris,H Cl, PH
8. 3, 500m M K Cl) と 1. 1m M の 4 歴 の デ オ キ シ 三 リ ソ 酸
(d A T P, d C T P, d G T P, d T T P) (宝酒造), 0.5jl M の 各 プ ラ イ
マ ー と あわ せ て 純水 で 1 00/∠1 と した. M C Tl18部位 の 増幅 で
ほ , 4ng ～ 10ng の 試料 D N Aを 2. 5m M の 各 デ オ キ シ ≡ リ ン
酸 , 各 2FLM の プ ラ イ マ ー と あわ せ て 反 応液(6. 7m M MgCl,
67m M Tris-H CIpH 8.3, 16.6mM 硫安, 10m M 2 - メ ル カ プ
ト エ タ ノ ー ル , 170FLg/ml B S A, 10 % ジメ チ ル ス ル フ ォ キ シ
ド)に 入 れ 純水 で 全体量を 40〃1と した . 増幅反応 は , 1.25単位
の 耐熱性 D N A ポ リメ ラ ー ゼ (宝酒造)を加 え , 蒸発を防ぐた め
ミ ネ ラ ル オ イ ル (Sigm a)を 一 滴重層 し, D N A T herm alCycler
(Perkin Elm e rCetus, Norw alk, U S A)を 用 い て 表 2の 条件で お
こ な っ た . PC Rの 産物は , Y NZ22の 場合ほ 2%の ア ガ ロ ー ス
ゲ ル , M C Tl1 8の 場合 は 4%の ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を用 い
て電気泳動後 , ゲ ル を ェ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド(1〟g/ml)で 染色
し, 紫外線照射下で D N Aの バ ン ドの 有無を 検討 した .
成 績
Ⅰ . Y D N Aプロ ー ブを用 い た残存ホ ス ト細胞の検出
女性 ドナ ー か ら B M T を受けた 6例の 長期生存中の 男性患者
(U P N 47,53,6 乙68,70, 75)の 骨髄単核細胞 を メ チ ル セ ル ロ ー ス









加 n £l ur 山iqn An ne all ng Rx【e nsio11
T ernp.
. Tim e Te mp. Tim e Te mp. Tim e
(℃) (min) (℃) (min) (℃) (min)
Nu mbe【 OI
re a ct;o n
亡yCIes
YNZ22 G G T CG A ^ G A GT G A A G T G C A C A G G C CC C ^ T G T A T CT T G T G C ^ G TG94 1 55 2 72 2 30




法を 用 い て培養 し, 回収 され た培養細胞の D N Aを Y D N Aを
プ ロ ー ブと する ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ で 検索
した . こ の 結 果ほ 図1 に 示す よう に , 4 例 (U P N 47 , 53, 62,
70) で Y D N A が検出 され た . 骨 髄単核細胞 の 培養 の 前後 で
Y D N Aの 量 を比較 した と こ ろ , 同量の D N Aに つ い て の 検索 で
ある に もか か わ らず, 2例 で 培養後 の Y D N A が相対的に 増加
して い る こ と が 示 され た (図2).
造血 因子 の 存在下で の 培養で Y D N Aの 増 幅が み られ た こ と
か ら , 造血 因子に 反応 して 増殖す る造血前駆細胞 の 中に ホ ス ト
細胞が 含ま れ て い る可 能性が考え られ た . そ こ で 培養 に よ り得
られた 個 々 の C F U-G M 由来の コ ロ ニ ー の 起源を , ダ イ レ ク ト
ブ ロ ッ テ ィ ソ グに よ り検索 した . B F しトE 由来 の コ ロ ニ ー ほ プ
ロ
ー ブ との 非 特異的な結合の た め , 本法で は起源の 判定 は でき
なか っ た . 図 3に U P N 62に つ い て の 結果 の 1例を 示 す . 正 常
女性由来の C F U-G M コ ロ ニ ー (Cl～ 7) で は Y D N A ほま っ た
く検出 され な い の に 対 し, 正 常男性の コ ロ ニ ー (別 ～ 7)で は全
て に 検 出 さ れ た . 患 者 (U P N 62) の C F U-G M コ ロ ニ ー
(A l～ 7, A
'









7) に Y D N A が示 さ れ た . 3 例 (U P N 53, 62, 70) の
C F U-G M コ ロ ニ ー を 数回 に 渡 っ て 調べ た と こ ろ い ず れ に も ホ
ス ト由来の C F U-G M が検出 され , 全 C F U-G M の 中の ホ ス ト
C F U-G M の 比率ほ そ れ ぞれ平均26%, 38% , 20% で あ っ た .
l/もi lu ti｡ ｡
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U P N 75
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Fig.1. Dot blot hybridiz atio n for dete cting Y D N A. T he
a rn O u nt Of 3.OFL g Of D N Aprepa red fro m c ultur ed bo n e
ma rro w m o n o n u cle ar c ells (B MM C) of e a ch patient w as
SpOtted with its dilutio n s o nthe nylon m e mbra n e and
hybridiz ed with the
32P-1abeled Ychfo m o so m e- Spe Cific D N A
pr obe . Ea ch s a mple w a sdiluted l:1, 1:1 0, 1:1 0
2
,
r espe ctiv ely.
Ⅱ . 残存白血 病細胞の分析
ホ ス ト由来 の 造血 前駆細胞 の 残存が 示 され た 3例の うち2例
ほ P hl 陽性 の C M L患者 で あ っ た ･ こ の た め , 残存してい るホ
ス ト細胞 の 性格を 明 らか に する 目的 で , B M T後 の 骨髄細胞中
の bcrTabl キ メ ラ m R N Aの 有無を 検討 した ･ 図4 に bcr-abl
m R N Aの R T-P C R法 に よ る検出結果を示 した . こ の 方法でほ
105 個 の 正 常細胞 に 1 個以 上 の P hl 陽性細胞 が存在すれ ば,
bcr-aTblm R N Aの 検 出が 可 能 で あ っ た が , 2 例 の い ずれ に も
bcr-abl キメ ラ m R N Aに 特有 な バ ン ドは 認 め ら れ な か っ た
(レ ー ン 8 , 9).
Ⅲ . V NTR 部位増幅に よ る 残存ホ ス ト細胞の 検索
ドナ ー 細胞 中に 混在する ホ ス ト細胞 の 検出感度は各 ドナ ー ･
ホ ス トの 組合せ に よ っ て 異 な る た め , 個 々 の 症例 に つ い てド
ナ ー 細胞 と ホ ス ト紳胞の 混合実験 に よ り検討す る必 要があっ
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Fig. 2. C ha nge of relativ e a m o u nts of Y D N A in B M M C
after m ethylc ellulo s e cultu r es. T he r elativ e a m o u nts of
Y D N Aw ere c o mpa red betw e en n o n-C ultu r ed B M M C
(1a n es2, 4, a nd 6) fr o m 3 mix ed chim e ras a nd the
C Orr eSpO nding c ultur ed c ells (la n esl, 3, and 5) using
Southe rnblot hybridaiz atio n･ T he a m o u nt of 3.OFL g Of
D N Aw a s ap plied to e ach la n e. La n e7, a n Or m al m ale;
1a n e8, a n Or m al fe m ale. T he ba nd of 3.5K bw as spe cific
to Y chr o m os o m e.
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Fig. 3. Dir e ctblotting a n alysis of C F U-G M deriv ed colonies
fordete cting host-deriv ed C F U-G M. Ea ch dot c orre spO nds
to a single C F U- G M-de riv ed colo ny plu cked fro mday 14




, U PN62; B, a.nOrm alm ale; C, a n Or m al fe m ale; 卜7,
differ e nt sa mples of e a ch C F U- G Mrderiv ed c olo ny.
同種骨髄移植後の 残存 ホ ス ト 細胞 の 検出 379
bp
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Fig.4. Detectio n o王 bc r-ablchim eric m e ss e nger R N A by
m e a ns of r e v ers etr a n s crlPtaS e-pOlym er as e chain re a ctio n
(R TP C R). Vario u s n u mbers of Phl-pOSitiv e c eus obtain ed
Pr etr a nSPla ntfro mU P N 62w e re mix ed with lO
6
peripheral
blo od m o n o n u cle ar c e11s(P B M C)fr o m a n or mal individu al,
a nd total R N Aw a s e xtr acted fro mthes e c e11mixtur es.
B M M C fr om U P N 53and U P N 62w e rete sted for the
pr es en c e of bcr-abl chim eric mR N A u sing R T-P C R
fouo w ed by So uther nblot a n alysis. La n es l to 7, diluted
Ph
l-pO Sitiv e c ells atl O6/1 06, 1 05/1 06, 104/1 08, 1 03/106, 1 02/
106･ 10/106･ 100/106･ in n olm al c ells;1a n e81 U P N 53; la n e
g, UP N 62;603a nd 281, SIZ e m arke s.
た . 図5 ほU P N 82に つ い て , M C Tl1 8部位増幅 に よ り ドナ ー
細胞 中の ホ ス ト細胞の 検出感度を検討 した もの で ある . こ の 例
で ほ , ドナ ー 細胞中に ホ ス ト細胞が 1 %以上 あれ ば, ホ ス ト細
胞 の 検出が 可能 であ っ た . 全症例の ドナ ー と移植前の 愚者細胞
(ホ ス ト 細胞) に つ い て Y N Z22, M CTl1 8の 2種類 の V N T R部
位を増幅 した 結果 , Y N Z22 では14例中11例 , M C T118で ほ1 3
例中11例 で ドナ ー と ホ ス トの 対立 遺伝子(ア レル)の D N A長が
異な る こ とか ら, ドナ ー 細胞 と ホ ス ト 細胞 の 識別 が 可 能だ っ
H
H 2 S lO ヰ 1 0
.
1 D
Fig. 5. Se n sitivity of P C R-bas ed v ariable n u mber ofta nde m
r epe at(V N T R) a n alysis o nU P N 83. D N A fro mdo n o r(D)
a nd pr etr a n splant patie nt (host, H) w er e mix ed in the
pr oportio n s of 25, 10, 4, 1, 0.1 H, a nd w er e s ubjected to
P C Ra mpIific atio n of M C Tl18. Amplified pr odu cts w er e
an alys ed by using polya crylami de gelele ctrophor esi ･ T he
leftla n e, Siz e m arkersthat w e re co nsisted of the Hindl旺
fr agm e nts of la mb da D N Aa.nd Ha eⅢ fragm e nts of ¢Ⅹ
174 D N A. On e per c e nt ho st D N A in a ba ckgr o ud of
do n orD N Ac o uld be dete cted.
Table3. C him e ric statusdetermin ed by P C Ra n alysis of V N T R lo ci
U P N Chirn e ric statu s*
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Re mis sio n after s e c o nd B M T
Re mis sio n
*Y N Z22, a mplific atio n of Y N Z 22 lo c u s; M C Tl18, a mplific atio n of
M C T l18 lo c u s. C. C. , C O mplete chim er a; M . C. , miⅩed chim er a; N. T. ,
n ot te sted; N . D., n Otdistinguishable.
4
,first B M T.
b
.
s e c ond BM T.
380
た . 移植後に 得 られ た 患者単核細胞の 検索結果 を表 3 に 示 し
た , 14例 中 5例 で 少数 の ホ ス ト 細胞 の 残存 が検 出 きれ た ･
U P N66 で はホ ス ト型 の 再発が確認され た が , 化学療法 に よ る
寛解導入後 , 再び ドナ ー 型 とな っ た . U PN 72 で ほホ ス ト細胞
の 残存 が示唆 された が再発や 拒絶 の 徴侯 は全 く み られ な か っ
た . U P N75 で も ホ ス ト細胞 の 残存が示 され た が , 血 液 学的 に
は寛解を維持 して い た . しか し B M T後180 日頃 に 髄膜白 血病
で再発 した . U P N77 で ほ , 移植後90 日 よ り骨髄低形成 と汎血
球減少症が進行 し, L G Fの 状態と な っ た ･ 頻 回輸 血 の 既往 の あ
る 再生不良性貧血患者で あ っ た た め , 拒絶が 疑わ れ た ･ 図6 に
UP N7 7の 家族 と L G F発症時の 患者骨髄単核細胞の YNZ22で
の 検索結果を 示 した . B M T後90 日の 患者骨髄 で はわ ず か な が
らホ ス † に 特有 なバ ン ドが検出され , ホ ス ト細胞 の 残存が 示 唆
され た . そ こ で こ の 骨髄細胞を , Ⅹ 線照射 した ドナ ー の 末梢血
単核細胞と イ ン タ ー ロ イ キ ン 2 の 存在下で 4週間以上培養 した
と こ ろ , レ ー ソ 6の よう に 最終的に 得 られ た培養細胞 ほ完全な
ホ ス ト 塑 とな っ た . 残存 して い る 患者 リ ン パ 球に よ る ドナ
ー 骨
髄 の 拒絶が 強く疑わ れ たた め , メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 大量療法
を施行 した と こ ろ汎血 球減少は著 しく改善 した ･ 回 復後の 移植
後1 80 日に 骨髄単核細胞を再度検索 した と こ ろ , ホ ス ト に 特 有
な バ ン ドは 消失 して い た (レ ー ン 7). U P N 82 では移植後70 日頃
よ り , 皮 膚 の 慢 性 G V H D と汎 血 球減少症 が 出現 し た ･
M C T11 8部位増幅 に よる検索で は , 移植後1 1 日の 骨髄 で 一 時
1 2 3 ヰ 5 6 7
Fig.6･ An alysis of Y N Z 22a mplified with P C R in D N A
fro m
U P N 77a nd herfamily. Lan el, fathe r P B M C; la n e2,
m ｡therP B M C;la ne 3, do n orP B M C;la n e4, ho st P B M C;
la n e5, patie nt P B M Cobtain ed o nday 90afterB M T;la n e
6, C ultured lymphocyte deriv ed fr om the patie ntB M M Co n
day 90afterB M T;lan e7, Patie nt‡∋M M Cobtain ed o nday
180afterB M T; the Lefblan e, r eferto Fig.5･ T he host
spe cific allele in la n e5 and la n e6 indic ate spersiste n c e of
host ho st c ells.
1 2 3 針+思∴ 牒
Fig.7. An alysis of M C Tl1 8a.m plified with P C Rin DNA
fro mU P N 82a nd hisfami 1y. La ne l, m OtherP B M C;la n e
2, fathe r P B M C; 1a n e3, host PBM C; la n e4, Patie nt
B M M Cobtain ed o n day ll after B M T;1a n e5, patie nt
B M M Co nday 72 afterB M T;lan e6, C ultu r ed lym pho cyt
-
es deriv ed fro mthe patie nt day 72 B M M C; the leftla n e,
referto Fig. 5. A m o ng po sttr an spla nt sa mples, hosトSpe C
-
ific allele w a s o nly detected in la n e4.
的 に ホ ス ト 特有の バ ン ドが 認 め られ た が , 7 2日 の 骨髄単核細
月凱 お よび UP N 76と 同様 の 方法 で 培養 した 骨髄単核細胞由来
の リ ン パ 球 に お い て も ホ ス トに 特有 な バ ン ドほ 検出されなかっ
た (図7). こ の 例 で ほ シ ク ロ ス ポ リ ソ の 増 量 に よ り , 慢性
G V H D が改善す る に つ れ て汎血 球減少も回復 した . UP N83で
ほ B M T後 の 血液学的回復が非常 に 遅れ て い た . 図 8の よう
1 2 3 4 56
bp き･ 患蛋顎 掻 ､ 級 ∴囁




Fig. 8. Analysis of Y N Z 22a mplified with P C R in D N Afrom
U P N 83a nd his fa mily. Lan el, father P B M C;1a ne2,
m other P B M C; 1a n e2, m Other P B M C; 1a n e3, donor
P B M C;1a n e4, host P B MC;la n e5, B M M C day14after
B M T;1a n e6, BM M C day after28; the leftla n e, referto
Fig. 5. T he pr e s e n c e of the differe nt alleles indic ates
mixed he m atopoietic chim eris m -
Fig･ 9･ An alysis of Y N A 22a mplified with P C R in D N A from
U P N83periphe r al blo od le ukocyte s･ La n el, day 45a
fter
B M Tm o n o n u cle ar c ells(M C);1an e2, day 45polym orph-
o n u cle a rle ukocytes(P M N); 1a n e3, day 63 M C;lan e41
day 63 P M N;1a ne 5, day 94 M C; 1an e6, day 94 P M N;
the left la n e, r efer to Fig.5. T he do n or-Spe Cific allele seen
in la n e2 is u ndete ctable eithe rin M Corin P M Nofday
94.
Fig.1 0. Origin of indivi du al C F U
-G M c olo nies afterB MT･
Ea ch C F U-G M deriv ed c olo ny w a sindivi du ally plucked
fr o mday 14m ethylc e11ulo s e c ult re s of B MM C fro mU PN
83, Who w a s r e c eiv ed s ec o nd B M T. DN Ae xtra cted fro
m
e a ch c olo ny w as s ubje cted to P C Ra mplificatio n of
M C Tl1 8 lo ci. D and H r epr e s ent do n o r
-deriv ed C F U-G M･
a nd host-deriv ed C F U- G M, r e Spe Ctiv ely･ 1, ･host-SpeCific
allele;2, do n orr spe cific allele; 3, a C O m m O n allele betw ee
n
the ho st a nd do n or;the leftla n e, r eferto Fig.5･
同種骨髄移植後の 残存ホ ス ト細胞の 検出
に, BM T後14 日の 骨髄 は まだ 完全な ホ
ス ト型 で あり , 28日 で
ドナ ー に 特有の バ ン ドの 出現が み られ るもの の ▲ ホ ス ト細胞の
残存が顕著であ っ た ■
B M T後45 日以後 ′ 末梢 白血分画 を経時
的に検査した と こ ろ ′ ドナ
ー に 特有 な バ ン ドは45 日の 多核球分
酢 認め られ るが , 63日 に は 減少 し, 94 日に は 消失 し
て い た ･
単核球は終始ホ ス ト型 で あ っ た ( 囲9)･ 不 応性貧血
の 再 発と診
断し, 全身 Ⅹ 線照射 と サ イ ク
ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ドで 前処置軋
2回目のBM T を施行 した ･ そ の 結 乳 B M T後22 日の 末梢白血
球は完全に ドナ
ー 型と な っ た ･ しか しな が ら , 2 回 目の B MT
後25 日に得 られた 骨髄単核細胞を培養 し , 個
々 の C F U-G M コ
｡ ニ
ー の 起源を検索 した と こ ろ , 図10の よ う に ホ ス ト型 と ド
ナ ー 型の C F U-G M が混在 して い る こ と が 示 され た ･
考 察
BM T後に ドナ ー 細胞 の 生者を証 明す る手段 と して , 従来 赤
血球抗原型や染色体分析な どが用 い られ て きた ･ これ らの 検索
法は検討可能な血 球系統 が限られ て い る こ と や , 分裂細胞の 検
査には多くの 検体量を要す る こ とな どの 問題が ある ･ また 感度
が低い ため , 種 々 の 病態 で B M T後 に 残存す る少数の ホ ス ト 細
胞を検出する こ と は困難 で あ っ た .
一 方 , サ ザ ン プ ロ ッ ト法を
用いた制限酵素断片長多型の 解析ほ キ メ リズ ム を 証明す る う え
で有用な方法で あるが , 相 当量の D N Aを必要とす るた め , 造
血幹細胞に由来する単 一 コ ロ ニ ー の よ う な少数の 細胞集団の 起
源を明らか に す る こ とほ で きな い 1
5)
. 著者ほ こ の よ う な 欠点を
克服し, 迅速 ･ 鋭敏な キ メ リズ ム の 証 明と残存 ホ ス ト細胞 の 検
出を可能に するた め , Y D N Aと 2種煩 の V N T R部位 を マ ー
カ ー と して , ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び P C R を おこ な っ
た .
従来, B M T前処 置の 大量の 化学放射線療法で ホ ス ト の 造 血
幹細胞ほ完全に 死滅する と考 え られ て い た . しか し最近 , 長期
間寛解を維持 してい る B M T患者の 中に ドナ ー 細胞 と ホ ス ト細
胞の 両方が検出され る混合造血 キ メ ラ の 報告が な され , 現在の
前処置はホ ス ト由来の 造血 幹細胞に 必 ず しも致死 的で はな い と
考えられて きて い る16 ト 23). 一 方 , こ の よ う な混合造血 キ メ ラ の
状態を造血前駆細胞 レ ベ ル で証 明した 報告は み られ な い . 本研
究で ほ, Y D N Aを 用 い た 6例の 培養骨髄細胞 の 検索の 結果, 4
例でホ ス ト細胞の 残存が 示 され , こ の う ち 3例で ほ造血 前駆細
胞の 残存が 示 さ れ た . こ れ ら の B M T後 の ホ ス ト 由 来 の
CF U-G M の 割合ほ , 全体 の20～ 38%と 予想 した 以上 に 高 率で
あっ た . メ チ ル セ ル ロ ー ス の よ う な半固形培地 で 骨髄単核細胞
を培養した場合 巨 細胞間 の 接触が な い た め生体内 で ある よ うな
細胞間の相互作用が働き に くい と考 え られ る . こ の た め , 生体
内で ほ な ん らか の 機 序 に よ り抑制 され て い た ホ ス ト 由来 の
C FU-G M が増殖可能 とな っ た結果 , ホ ス ト 由来の C F U-G M が
高率と な っ た 可能性が考 え られ る . 骨 髄単核細胞 の 培養後 に
YD N A量の 相対的 な増加が認め られ た こ と も , こ の 可 能 性を
示唆してい る.
ホ ス ト由来の 造血 前駆細胞 の 残存が 示 され た例 の う ち C M L
の2例は, B M T前 の 骨髄細胞の 染色体分析 で 1 00 % P h
l
陽性細
胞であ っ た ･ こ の た め Phl 陽性細胞 の 残存が懸念 され た が ,
B M T後の 骨髄単核細胞を感度の 高い R T- P C R法 で調 べ た と こ
ろ･ bcr- ablキメ ラ r nR N A は全く認め られな か っ た . 従 っ て 残
存するホ ス ト由来 の 造血 前駆細胞は P hl陰性の 正 常 ク ロ ー ン と
考えられた ･ B M T後 の P hl 陰性の ホ ス ト細胞 に よ る今後造血
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キ メ ラ 例に つ い て は 他 に も報告 があ る抑 Ⅷ ). こ の 機 序 と して
は I B M T前の 前治療に よ っ て P bl 陽性 ク ロ ー ン が 選択的 に 死
滅 し , B M T前に 少数残 っ て い た P h
l 陰性 の 正 常 ク ロ ー ン が 回
復 した 可能性が考え られ る. あるい は 1 Ph
l 陽性 ク ロ ー ン の み
を 認識する移植片対白血病(gr aft- V er Su S-1e uke mia, G V L) 効果
の 結果 , P hl 陽性 ク ロ ー ン の みが 完全に 除か れ 正 常 ク ロ ー ン が
残存 して い た可 能性も考え られ る14)
lg)23 ト 29)
. こ の ような P bl陰性
の 正 常 ク ロ ー ン に よ る混合造血 キ メ ラ 例の 検 出ほ I G V L効果
の メ カ ニ ズ ム を 明 らか に す るうえ で 重要と考 え られ る .
V N T R部位の D N A長 は各個人で非常に 多塑性が高い こ とか
ら個体識別に非常 に 有用と され , 法医学的な捜査に も頻用 され
て い る
30 卜 32)
. 著 者 ら が M C Tl18 と Y N Z 22の 2 種 類 の
V N T R部位5ト 6) を増幅 して 検討 した と こ ろ , 14例全例 で ドナ ー
細胞 と ホ ス ト細胞 の 識別が可 能で あ っ た . こ の よ う な V N T R
部位 の 検索 は同性間の B M Tで も応用 で き る うえ , 感 度も高
く t 極少量の 検体に つ い て も起源の 検索が 可能 で あ っ た .
残存ホ ス ト細胞が検出され た 5例の う ち UP N 76, 77, 82, 83
の 4 例は LGFを 呈 して い た . L G FはB M T後の 重大な合併症 の
一 つ で ある が , 汎血 球減少の 原田と して 感染 , 薬剤 , G V H Dな
どの 種 々 の 因子が 考え られ る ため 原因を特定する の は困難な こ
とが 多い 1 咽 )
､ 35)
. しか し, こ の ような例で 残存 ホ ス ト細 胞が 検
出され た 場合に は , ホ ス トリ ン パ 球に よ る拒絶や再発 の 可 能性
があるた め 早期 の 治療が必要で ある . U P N 77で ほ t 残存す る
骨髄単核細胞中の ホ ス ト細胞が ドナ ー リ ン パ 球と イ ン タ ー ロ イ
キ ン 2 に 反応 して 増殖 した こ とか ら , 拒絶 が強く疑わ れ た . 実
際 に メ チ ル プ レ ド ニ ゾ ロ ン 大量療法を施行 した と こ ろ ‥ 患者の
汎血 球減少は著 しく改善 し, 寛解後に は 残存 ホ ス ト細胞 は検出
され なくな っ た . 一 方 , U P N 82で は L G Fの 極期に ほ ホ ス ト細
胞 ほ 検出 され な か っ た . ま た シ ク ロ ス ポ リ ソ の 増 量 に よ り
G V H D が改善す るの に した が っ て 汎 血球 減少も改善 した こ と
か ら, こ の 患者の L G F は残存する ホ ス ト リ ン パ 球に よ るも の
で は な く , 慢 性 G V H Dに 関 係 した も の と 考 え ら れ た .
U P N 83で ほ 当初よ り ドナ ー 細胞と とも に ホ ス ト細 胞 の 残存 が
認め られ て い た が , 次第に ホ ス ト細胞が 優勢と な り , 最終的に
は 完全に ホ ス ト型と な っ た . もと も と特徴的な染色体異常がな
か っ た た め , 異常 ク ロ ー ン の 再出現 か正 常ホ ス ト ク ロ ー ン の 回
復か は 鑑別 が困難で あ っ た が , B M T前の 細胞形態異常を と ど
め て い た こ とか ら不応性貧血 の 再発と診断 した . B M Tの 前処
置を 変え て 再 B M Tを行な っ たと こ ろ , ドナ ー 細胞は無事生著
し患者は社会復帰 して い る. U P N72 はホ ス ト細胞 が 検出 され
た に もか か わ らず寛解を維持 して い る こ とか ら い わ ゆ る , 混合
キ メ ラ 状態と考え られた . U P N83で ほ 2 回 目の B M T後2 5 日
の 時点 で ホ ス トに 特有なバ ン ドほ 認め られ な か っ た . しか し,
同 じ骨髄を培養 して 得られ た造血 前駆細胞由来の コ ロ ニ ー の 検
索 で は , ホ ス ト由来の C F U-G M 細胞の 残存が示 され た . こ の
例 で ほ C M Lの bcr.abl遺伝子の ような 適当な マ ー カ ー が な い
ため , 残存する ホ ス ト細胞 の 性質は不 明だ が , そ の 後 の 臨床経
過 で 再発の 徽候 は全くみ られ な い こ とか ら , 正常 ク ロ ー ン の 可
能性 が高 い . こ の ような 正常 ホ ス ト細胞 に よ る混合造血 キ メ ラ
に つ い て は , G V H Dの 発生率が低 い こ と や T リン パ 球除去
B M T で は高率に認め られ る とな どか ら , ドナ ー の 免疫担当細
胞 の ホ ス ト抗 原に 対す る寛容 と関係 があ る と 考 え ら れ て い
る柑)
19)23)25)26)
. しか し拒絶 や 再発 に つ い て ほ 関連が あ ると い う
説
1 8)19)と関連 は ない とする説
28)があ り, そ の 病的意義は まだ明ら
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か で は な い . 今後 V N T R部位の 解析 な ど に よ り , 更に 検討 を
重ね て い く必要がある と思わ れ る .
こ の よう な D NA マ ー カ ー を 用 い た検索方法は 王 B M T後 の
生者や拒絶 ･ 再発の 迅速 な診断の み な らず , 病態を 把握 し, 早
期 に 適切 な 治療 を行なう う え で 非常 に 有用 と 考 え られ た .
B M T後 の ホ ス ト由来の 造血 前駆細胞の 残存 を直接証 明 し得 た
の ほ本研究が最初である . 今 回用 い た ような 検索方法に よ り残
存 ホ ス ト細胞を 換出する こ と は , ドナ ー の 免疫担当細胞と ホ ス
ト の 造血 前駆細胞間の 相 互作用 を 理解す るの に 役立 つ と 思われ
た .
結 論
同種骨髄移植後患者を 2種類の D N Aマ ー カ ー を 用い て 検索
し以下 の 結果を得た .
1 . 女性か ら骨髄移植 を受けた男性患者 6例 の 骨髄培養細胞
を , Y D N A を プp - ブ と Lた ド ッ ト プ ロ ッ ト で 検索 した結果 ,
4 例に ホ ス ト細胞 の 残存が認 め られ た . サ ザ ン プ ロ ッ ト で 3例
の 培養前後 の Y D N A を比較 した と こ ろ , 2例 で 培 養に よ る
Y D N A畳の 相対的な増加が認め られ た .
2 . Y D N Aの 残 存が 認 め られ た 症例 で , C F U-G M 由来 の
個 々 の コ ロ ニ ー に つ い て Y D N Aを 検索 した と こ ろ , 20～ 38%
の ホ ス ト の 造血 前駆細胞が 示 され た . こ の うち 2例の P hl 陽性
慢性骨髄性 白血 病患者 で は R T-P C Rに よ っ て も bcr-abl
m R N Aが 検出 され な か っ た こ とか ら, 残存す る ホ ス ト 細胞 は
正 常 ク ロ ー ン と考 え られ た .
3 . M C T l18, Y N Z22の 2種類 の V N T R部位増幅 に よ る検
索 は , 高感度 で 簡便 ･ 迅速に 施行 で き t 検 討 した全例 で ドナ ー
細胞 と ホ ス ト細胞 の 識別が 可 能だ っ た . 14例 中5例 に ホ ス ト細
胞 の 残存が 示 され , 1例ほ拒絶, 3例ほ 再発と診断され た .
4 . 他 の 1例 は無症候性の 混合造血キ メ ラ と 診断された . 完
全キ メ ラ の 1例 に つ い て も , 骨髄培養で 個 々 の C FU-G M の 起
源を検討 した と こ ろ , ホ ス トの 造血 前駆細胞 の 残存 が認め られ
た . こ の 2例 に つ い て は , Y D N Aの 検索に よ りホ ス ト造 血前駆
細胞の 残存 が示 され た 症例と同様 に , 正常 ク ロ ー ン に よ る混合
造血 キ メ ラ と考 え られ た .
5 . 以上 の よ う な D N Aマ ー カ ー を 用い た細胞 の 起源 の 検索
方法は ▲ 骨髄移植後 の 少数の 残存 ホ ス ト細胞 の 検出と キ メ リ ズ
ム の 証明 に きわ め て 有用 で ある こ と を 示酸す るもの で ある .
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Key w o rds bo n e m arrow tr a n splan tatio n, POlym er ase chain re a c tio n, Va riable n u mber of ta nde m repeat,
Ychro m os o m e-SpCinc repetitiv eD N A, mixedhe m atopoletic chim eris m
Abstract
h orderto do c um entthe e ngraftm ent of don or cells(Chim eris m) and exa mine whether or n otre sidual hostcelscanbe
detected after alogeneic bon eh arrO W tra n SPlantation, the orlgln Ofblood cells 舟o m18 m ar r OW tr an Spl treClplentSWaS
dete rmin ed･ T he m ethod a Ychro m osom e-SpeCi Bc repetitive D N A(YD NA)pr obe, and an alysis ofv ariable n u mber oftan.
de m r ep at(V N T R)loci ampli点ed with polym era s e chain r e a c tio n(P C R). Cultured bone m arrO W m OnO nClear cells
(B M MC)fro m6 m alepatie nts who received m arrow grafts fro mfem aledono r s, W er e eXa mined fbrthe presen ceof Y DNA
uslngdotb10ttlng analysis and So uthe mbloth ng analysIS. Y DNA w asdete ctablein D N A 打o m4 0 ut Of the6patients,indi.
C atingthepresen ce ofresidu al host c ells(miⅩed he m atopoietic chim eris m)･ Y D N Aw as als odetectablein so m e(20-38%)of
CFU- GM -deriv ed c oloniesin dividuallyis olated 丘o m culture s of the B M MC fro mthe3 do cu m ented mixedhe m atopoledc
Chim er as. Althoughtw o ofthethree mixedchim erashad CM LbefbreB M Tこbcトabl chim eric m esse ng rR N A(SpeCificfbr
Philadelphia chro m oso m e-pOSitiv e c e11s)w as n otdeectedintheirpostb
-
an SPlant B M MC in au alysis usingre versetr anSCrip-
ta s e-POlym erase chain re actio n. T his s uggested that the residu alho st cells doc u m en tedin thesetw opatients w ere
Philadelphia chro m os o m e- n egativ e n or m al clon es･ An alysIS Of VNT R lo ci uslng PCR alow ed the authorto distinguish
don or and hostc ellsin ai1 14 differentpalrS Studied. Re sidual hostcels w eredetected in 5 0f14 patie nts. One ofthe5
patients w asdiagn osed asbeingln a n e arly stage ofgraftrejection, and w as s ucc essfu 11ytreatedlater with im m u n os uppres-
Siv etherapy.
′
mr e epatientswe r eprov edto ha ve a recurre n c e of their pretransplantdiseases. On e ofthe m, Whohad
myelodysplasdc symdro m e, re C eived a sec ond m arrO WgTaft and achiev ed a su stained engrafBn e nt of do n or c ells. An0ther
Patientre m ained inre missionwitho ut any e Vidence ofrejectio nor relapse after the detection ofresidu alhost cellsinher
BM MC. T bese丘ndingsindic atethatdeter mination ofthe orlg nOfblo odc e11s uslng D N Am arkersis very u sefu lnot onlyin
diagn oslng graftrqectio n or relaps e atthe e ar1ystagefollo w lng B M T:butals oin understanding celトcellinter actionsinvoIv-
1 ngdon or-deriv edim un e C O mpetent C ells and hostqderivedhe m atopoleticproge nitor ce11s.
